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ABSTRACYT

Systemic sclerosis s a connectlve tissue diseause ol unknown
etiology it which tibroblast functions ave alterved, vesutting in
fibrosis of  the gkin and  internal  organs.  The wechanisms  of
perpetuation of the local iwwmune dystrequlation and ot tibroblast
activation are nobt known. There is, however, evidence that cytokines
way  play an  lwportant  rvole. Because of this,  the  spontaneous
expression of cytokine genes was investigated in fibroblasts from
patients with long-gtanding systenic sclerogis, and Lt was corvelated
with the production ol collagen.

Pibroblasts wore obtained fvom skin bilopsices of nine patients
diagnosed with systemic sclerosis (& 4 years disease duration), and
of ten control subjects. The expression of cytokine dgenes was
detected by polymerase chain reaction for interieukin-18, (IL), 1L-2,
I,-4, IL-6, IL-8, IL-10, IL-13, TNR-o, TOE-£, [FN-y. In addition,
collagen synthesisg was measured by [14C) proline uptake.

Al)l  fibroblasts of sgystemic sclerosis patients expressed
spontaneously the IL-6 gene (p=0.05% compared with controls). Eight
of the nine patients expressed IL-8 gene (p<0.05 cowpared with
controls); four of them expregsed the TOF-$ gene; two expressed
weakly the TNF-alpha gene. One patient expressed the IL-18 gene. The
expression of the other cytokines was not detected. Collagen
production was greater in fibroblasts from patients with systemic
sclerosis of louny evolution (p=0.028) cowmpared with controls. A
correlation was found between the expression of IL-6 and 1L-8 canes
and collagen production (r,=1).

The constitutive expression of -6, [L-8 genes by tibroblasts
may play an important role in the perpetuation of the local immune
dysregulation, as well as in the permanent activation of fibroblasts
in lesions of systemic sclerosis.



IT. RESUMEN.

La  esclerosis  generalizada  es una o enfermedad  del tejido
conjuntivo de ctiologla desconocida v la que las  funciones del
Fibroblasto se chcuentran altevadas, resultando en Cibrosis de la
piel y de drganos internos. Los mecanisnos de perpetuacion de la
inmunovegulacion  local  alterada y de  la  activacion de  los
fibroblastos en la lesion esclerdtica no se conocen. lay evidencia
de que las citocinays podrian tenevr il papel lnportante. Debido a esto
se investigd la expresion espontdnea de los goenes de citocinas en
fibroblastos de pacientes con  esclerosis  generalizada y  se
correlaciond con lLa produccion de coldgena,

Los Fibroblastos se obtuvieron de biopsias de pilel de nueve
pacientes con diagndéstico de esclerosis generaliﬁqda de  larya
evolucion (>4 ailog) y diez sujetos controles. La expresion de los
genes de citocinas fue detectada mediante la reaccion en cadena de
polimerasa para la intecvleucina (IL) IL-16, IL-2, IL-4, 1L-G6, IL-8,
I1L-10, IL-13, factor de necrosis tumoral-alfa (TNF-w), factor
transformador del crecimiento-beta (TGF-£) e interferon-gammea (1FN-
v). Ademas, se widid la sintesis de coldgena mediante la
incorporacidén de prolina [*'C].

Todos los fibroblastos de pacientes con esclerosis sistemica
expresaron espontaneamecute el gen de la IL-6. Ocho de los nueve
pacientes expresaron el gen de la IL-8. La expresion de log genes de
la IL-6 y de la 1L-8 fue significativamente mayor comparada con losg

controles (p=0.05, p<0,0% respectivamente), Cuatro de los nueve

4



pacientes  tuvieron  expresion del  gen del TGF-I; 2 expresacon
débilmente el gen del INF-a, Un paciente espreso ol gen de la [h-11,
La expresion de los genes de lag otrag citoclnas no fue detectada.
La produccion de colagena fue mayor en fibrablastos de pacientes con
esclevosis sisténdca de larga evolucion (p=0.028) comparados con loy
controles. Hubo correlacion entbre la expresion de los genes de La T
6 y de la IL-8 von la produccion de colagyena (n;=<L) .

La expresion constitutiva de log genes de la Lo,y de la 1L-8
por los  Fibroblastos  puede  jugar  un papel  amporrante  en L
perpetuacion de la regulacidn inmune local alterada y también e¢n la
activacion permanente del fibroblasto en la lesion de pacientes con

esclerosis generalizada.
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LY. GENERALIDADES

tnl Fibroblanso

Los tibroblastos se devivan del mesenguima cabrionario. bl
término fibroblasto es usado para describic a an grupo de celulas que
incluyen a lag del tejido  conjuntivo, células que siotetizan
proteinas y  componentes  de  La matri extracelular  (MEC)
(fibrocitos), célulay contrdctiles (miofibroblastos) y ovasionaluente
a las celulas fagocibicas  en log tejidos (histiocitos); ticnen
worfologia similar pero ftunciones diferentes (1), Durante la
embriogénesis, los fibroblastos no solo sintetizan la matviz
extracelular, sino también determinan la esbructura esquelcética, la
localizacidn de las células musculares, las vias de las fibras
narviosas vy la organizacidn de la piel (2). Durante el crecimicnto
y maduracidn de los tejidos, los fibroblastos continidan la sintesis
y mantenimiento de los componentes de la MEC. Estos componentes son
constantemente  degradados y  remodelados  por varias  enzimay
degradantes que también son producidas por los fibroblastos. Otras
funciones del fibroblasto son moduladas por seﬁalés'cha La nmEC,
factores de crecimiento y citocinas.

Los fibroblastos juegan un papel cencral en el proceso de
inflamacidn y wveparacion. Ademas, estas celulas son capaces de

produciny tanto factores de crecimiento como citocinas (ver Tabla 1).
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Tabsha )

Algunas citocinas y factores que expresan o gsintetizan los

fibroblastos

Citocina o factor Estimulo
IL-la, TL- 118 o couﬁgitutlvunuultjﬁ o W;M i
Interleucina-6 constitutivamente, i o .
vivug, TL-16, TN -

POGE, TN~ 4,5

Interleucina-8 constitutivamente, B
11 6

Interferon-fs TLi-1 6
MCAFL IL-1-15 Y
Factor B IL-1, TNPF-w 8
Cc3 IL-16, INIF-q 8
Factor H TL-113, TNE -« 8
GM-CSF IL-18, TN - 9,10
TGF-13 constitutivameanle 11,12
—;Eg—a constitutivamente 12
I1,-13 Mycoplasma spp. 13 a
PDGFE IL-1 12
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Rugulacian de las funciones del fibvoblasto:

bag citocinag mencionadas en ba tabla 1, pueden actuar en Fodee
reguladora  autacy e, Tambicn ws o dmportante  dadicar gque s cnton
factores y citocinas pueden modulay o pegular una varicdad  de
funciones de  low  tibroblastos vy sus prodoctos,  inciayendo
proliferacion, quimiotasis, sintesis  de proteanas de dao MR
(coldgena, glicos:minoglicanos (GAG), fLibronectinoa), sintesis de
otras moléculas como prostaglandinas, moléculas clase IT del comprejo
mayor de histocompatibilidad (CMH), asimismo,  pavticipa oy da
degradacion de la MEC mediante la secrecion de enzimas proteolitycay

como colagenasa y gelatinasa (14).

Proliferacion del fibroblasto:

La regulacion de la prolifervacion del {ibroblasto in vivo
involuera la intevaccidn compleja de nunerosos factores, que incluyen
la tension de oxigeno, tempervatura, contacto célula-célula, célula-
matriz, Ffactores de crecimiento y citocinas (15). Ademdas, lasg
hormona, como  la  insulina, glucocorticoides, la fhormona de
crecimiento y la somatostatina tienen efectos gobre la proliferacion
del fibroblasto, y a su vez en la sintesis de la MEC. Una variedad
de productos de las células  inmunes tienen efectos sobre la
proliferacién del fibroblasto, de entre ellos el was estudiada ha

! B
sido la interleucina-1t (1L-1). Esta ciltocina puede’ estimular la
proliferacidn fibroblastica, tal efecto es mediado por diferentes
viag de activacidn celular (16). La estimulacidn de la proliferacion

es debida en parte a la produccidn endodgena del factor de crecimiento
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dervivado de plaguetay-An (PDGEEF-AA) (17) 0 Tanto Ta Lo alblba como beta
cstimulan  la proliferacion de fibroblastow,  poro bajo  clertas
condiciones son capaces de suprimicla (b)) Bl efecto cotinufatonio
de Tl sobre la proliferacion es wmaximo cuando e anadoe el POGE
exogeno. Bajo cliertas cirounstancias, la Ll actida como un facto)
de progresion y estimula en forma sostennda la sintesis del ADN,
micntray que el POUR actua cowmo un factor de compotencia (1h) 0 I
PRDGE dncrementa la expresion del receptor de 1L-1. I contragste, la
IL-1 (y el tactor de necrosis tuamoral-alla (IPNF-o)) suprimen Ia
expresidn de los receptores del PDGR- en los fibroblastos (18).
Otra molécula implicada en el metabolismo de fibroblastos s el
TNF-o, una citocina pleiotrdpica con wmiltiples efectos sobre 1a
biologia del tejido conectivo. Bl 'INF-o se une a dos receptores
especificos (pS5 y pis), pero solamente el receptor phh estd presente
en los fibroblastos. Asi, el TNF-w estimula directamente su
proliferacion (19), y puede actuar en forma sinérgica con el factor
de crecimiento epidérmico (FCE) vy con otros factores de crecimiento
para estimular el crecimienco de los fibroblastos. Este ginergiswo
se incrementa con el aumento de los receptores del FCE (cambién el
TNF-o aumenta la expresion de los receptores del FCE). Como un efecto
inmediato, el TNF-o disminuye la vnion de FCE hacla éulreceptor 1)
los fibroblastosg wediante fosforilacion wediada por cinasas e
inhibicidn del receptor de FCE, efecto también observado con la [L-|
(19) . Tanto la IL-1 como el TNF-o pueden suprimir la proliferacion
de logs fibroblastos., En el caso de la IL-1, esta supresion ocurre

tanto en forma directa como indirecta; esta udltima wmediante la
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produecion  de prostagiandiog BoO(PGE) endogena . Anbas citocinas
eutinulan Ja  sincesis de PGE. Lo Diteracclon  enbre  estas  dos
citocinas sobre la prolitervacidn del tihvoblasto es por ello tan
dindmica cowo compleja. A pesar de que, La LL-1 y el TNF -0 parecen
ser las citocinae principales gue vegulan el crecimiento, obras
citocinas también modulan la proliferacion. Se ha observado que
eoncent raciones albas de la intericucina-4 (16-4), del THNE y del POGE
son gecesarias para produciv proliberacidinn (1%,20), mientras que .l
factor transformador del creciwmiento-beta (MWEE-R)  y el interferon-
gamma  (IFN-y), bajo ciertas circunstancias, también son necesarios
para la prolifervacion de los fibroblastos (19,21). Sin embavqgo, el
FEN-7 bloquea el clecto mitogénico del PDGR, del BGE y del facrov del
cracimiento del fibroblasto (FCF). EL TGP-3 puede inhibiv la
proliteracidn del fibroblasto, bloqueando la transicion de la fase

Go/S en el c¢iclo celularn,

Quimiotaxis de log fibroblastos:

La quimiotaxis de los fibroblastos es estimulada por una
variedad de citocinas, que incluyen: el TGKF-£, la IL-4, el INPF-y, el
POGF y el 'INI® (1%). Los productos de log monocitos no solamente
inducen quimiotax:s de los tibroblastos, sino también estimulan la
produccion de factores cquimiotdcticos por el fibroblasto. Por el
contrario, el TNIF-¢ y la IL-1 estimulan al fibrablasto pava la
produccion de un factor quimiotdctico para monocitus, ademas, los
productos de los wmonocitos estinmlan al fibroblasto para producir el

factor quimiotactico de neutréfilos (9,10).
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Lot it iy extracelular:

La MEC es und estructura dllamente complaeja e dmportante del
tejido conjunitivo. Bsta rormada por dilcrentes  componenten,  gue
incluyen  varios  tipos  de  colagena, glicoproveinas  tales  cono
fibronectina, laminina y entactina/nidogen, glucosawinoglicanos vy
proteoglicanos  (22) . Cada uno de  los componentes de la MEC Se
clasifiva de acuerdo a sus propiedades tisicoguimican y Fluiologicas.
Asi, existen proteinas Eibrosas de dos tipos Luncionales:  lag
estructurales, principalmente coldgena y elastina; y las adhesivas
como la tibronectina y la laminina, Ambam clases ge encuentran eén una
variedad de tamaios y forwas, que se devivan de la expresion de
diferentes genes y constituyen familias de proteinas. En la picl,
existe una gran variedad de wmoléculas de la wmatrviz gue soil parte
importante del espacio intercelular que se forma por medio de una red
intrincada de macromoléculas, que incluyen varios tipos de colagenas.
Las variacioneg en su composicion y la cantidad de esvas
macromoléculag y la wmanera como estian organizadas, d&n'lugar a una
divergidad de formas, cada una adaptada a los requerimientos
particulares de cada tejido. La piel normal estd compuesta de las
coldgenas fibrilares (colagenas tipo I, 11T y V); tawbién la coldagena
tipo V estd presente en la matriz vascular (23). Las proporciones de
losldiferenteu tipos de colagenas extraidas de la demis en piel
adulta son del 80 al 90 % de coldgena tipo I, del 8 al 12 % de la
tipo IIT y menos del § % de la tipo V (24). La alta concentracion de
la coldgena tipo 1T contribuye a la gran fuerza de tensidn de la

dermis y su resistencia a la deformacidn. La coldgena tipo VI,
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presente Cawbion en la denmis, estd organizada en Pilamentos [inos
que se intercalan con las Cibridlas de colagena, y su distirabucion
tan vaviada, sugicre que tenga un papel on la ovganizacion de ovros
de  los  componentes  de la MEC junto con la dnBluencia dil
citoesqueleto de Las células gque La producen (25) 0 0 Lo quae respacta
a las protemnas adhesivas, solo mencionaremos gue pactlicipan on la
interaccidn de las células con la MEC v can otras celulan; la
Cibronectiita prowmuecve la interaceion de low Librublautou y oLros
tipus de células con la MEC del vejido conjmtivo, mientiras gque la
laminina promueve la unidn de las célulus epiteliales a la lamina
basal (26). Las woléculas de GAG y proteoglicanos en el tejido
conjuntivo, forman una sustancia fundamental hidratada, tipo gel, en
la que se encuentran embebidas las proteinas tibrosas, de tal manera
que este gel resiste lag fuerzas cowpresivas en La MEC y las Fibras

de colagena principalwente proveen la fuerza tensil (20) .

Sintesis de la watriz:

Bl papel de los productos inmunes en la regulacion de la
biosintesis de la MEC en fibroblastos ha sido ampliamente estudiado,
fundamenktalmente en lo que se refiere a la regulacion de la
biosintesis de la coldgena. Lou estudios iniciales han demostrado que
las células innunes liberan factores que pueden estimular o suprimin
la sintesis de coldgena (27,28). Muchos de estos factores han sido
aiglados, caracterizados y estudiados en forma purificada o como
moléculas recombinantes. El TGF-f, las IL-1 alfa y beta y la IL-4

estimulan al fibroblasto para sintetizar coldgena (21,29), mientras
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gue el TIEN-y oy el CPNE dnhiben suosintesiys, e clartan codioloties
(19,30) . La ThL-) alta y beta, el TOM-£ y el TN estimidan La sinvesis
de GAG, principabmente del dcido bialuronico (210, 31) . Mientias que
la IL-a entinla muy pobremente la sintesis del acido hialuronico,
pero se increnceuta cuando se agrega la fh-l alfa o beta a los
cultivos de Efibroblagsrvos (21). La IL-1 alta o beta y ol TRF
inerementan La sintesiy de colageuasa (32,331, wlaentras que el GE-FK
reduce la sintesis de colagenasa de los fibroblasvos e inhibe a la
IL-1 alfa, lL-1 bata y el TNF para la estimulacion de la sintesis de
colagenasa (21) . Algunos mecanismos posibles podrian jugar un papel
en la acumulacion exagerada de coldgena tipo 1 o de olbros componantes
de la MBEC en lag lesiones fibrdticas obgervadas en algunos
padecimientos: primero, el reclutamiento y la proliferacion do
tibroblastos estavian iwmplicados en el incremento de componentes de
la MEC; sequndo, una secrecion disminuida de colagenasas y oLrag
proteagas extracelularés o un incremento de  la  secrecion de
inhibidores de estas proteasas (que podrian tener un efecto similar)

Y. finalmente, la estinulacioén de la sintesis de coldgena tipo I

y
otros componentes de la MEC podrian tambien producir el mismo
fenotipo (34). La induccidn de la sintesis de coldagena estd regulada
a nivel de ARNm, como se ha demostrado en estudios de hibridacion in
situ (35,36), y niveles altos de ARNwm coldgena tipo I han sido
detectados principalmente en células fibrobldsticas que se co-
localizaban en log infiltrados pervivasculares (37).

Por otro lado, la coldgena tipo VIL es un componente principal

de las fibrillas de anclaje en la membrana basal del epitelio
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escanoso de la piel, wucosas oy cornea. Bsosintebizada oo vitro
primarianeonte potr quetabinocitos, pero también pusde scerelatbe por
fibroblagtos dérmicos y su siutesis puede verse inerenentada por ol
TGE-B1 y el TG -12 (38), Rudnicka y colaboradoves demostravon grandes
cantidades de coldagena tipo VIT en la piel de pacientes con
esclerodermia  (tanto en epidermis como en la derwis) y en 2onas
ectopicas, acompaiandose de la presencia de eprtopes del TGEF-B1y del

TGEF-B2 (39).

Degradacion de la matrivz:

Las proteinasds que degradan a la MEC son producidas por varias
células, incluyendo al fibroblasto y son de nrres clases: (&)
proteinasas de serina, (b) metaloproteinasas y (c) proteinasas de
cisteina (catepsinas) (21). Como se menciond, la IL-1 y el 'INF-«
estimulan ciertas eunzimas para degradar la matuviz, tal‘es el caso de
la colagenasa, estromnelisina, gelatinasa y otras wetaloproteinasas.
Bl TGF-£ por su parte inhibe la produccidén de colagenaga  (40),

mientras que estimnla la produccion de gelatinasa (1%,40).

La colagéna

La colagena wuy abundante en el organismo; pertenece a una
familia de proteinag que se dispone en estructuras supramoleculares
de la MEC conjuntamente con glucoproteinas mno colagénicas,
proteoglicanos, lamininas, fibronectinas, tromboespondinas, entactina
y tenascina (41). La estructura comin de las 19 tipos de coldgenas

conocidas actualmente es la triple hélice (procoldgena), en la que
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Cres helices levogivas (cadenas albta) givan alvededor de snoanomas
para  formar una superhélice destrdgiva, Cada cadena alta Clene
aproximadamente 1000 aminodacidos, en la que cada tereer residuo esta
ocupado por Gly. Corea del Looal 20% de cada uno de Jos otros
residuos, ¥ o ¥, de la scouencia vepecitiva [Gly 2-Y],, son proliua
e hidroxiprolina, rvespectivamente, los residuos de hidroxiprolina son
esenciales para formar log puentes de hidvrogeno indispensables pavs
la estabilidad de la hélice. Las coldgenas pueden clasiticarse eu
diferentes grupos en base a la cstructura de sus genes y segun los
aninoacidos que los constituyen (42) . La colagena tipo 1 oes un
heterodimero de 2 cadenas «l (1) y una tercera con una secuentla de
aminoacidos ligerawente diferente a la «2(1). La coldgena tipo | es
sintetizada principalmente por osteoblastos y fibroblastos e
interviere en dive:sas funciones bioldgicas: en fibrosis patologica,
migracion celular, entre otras. La c¢oldgena tipo ITT se describio
originalumente en tejidos que también contienen colagena tipo I; formd
fibrillas homotipicas [wl(III)]), y puentes cruzados con la colagena
tipo I. La coldgena tipo ITI retiene dominio globular N-terminal en
su estado procolagena. Lxiste en la piel, aorta y tendoén. La coldgena
tipo VI forma una subclase particular dentro de la famllia de las
coldgenas; esta presente en cartilago y otros tejidos como piel,
tendén, entre otros. Posee tres cadenas polipéptidicas ol(VI),
a2 (VI), a3(VI) en un heterodimero. La funcidn de la coldgena tipo VI
no esta bien definida, pero posee varias propiedades interactivas que
sugieren que puede servivr camo molécula conectora entre lag celulas

y su MEC. La coldagena tipo VII se expresa casi exclusivamente en la
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sona de la membrang basal de cpitelios cscatosos estiratibicados de
picl, wenbranas wicosas y cornea, b el componente predomtnant e de
las estructuras de adhesion gue aseguran la tntegridad de baomenbin i
basal cutanea; oo un homotrimero (ol (VD) ], gquo contiche una vegion
larga de triple helice discontinua y un dominio no colagenioo co el

extremo aminoe de la cadena @3 {VII) (43).

Control y regulacion de la sintesis de colagena:

Se han llevado a cabo numerosos estudios con Libroblastos
cultivados de piel. La mayoria de estos estudios han dewostrado un
incremento de la coldgena tipo I producida por los fibroblastos
cultivados sin alveracion de la relacion «l(@)/a2(l) (44). La
sintesis de coldgena tipo IITI también es wayor en fibroblastos de
EGP, al igual que la de las coldgenas tipo VI y VII (39,45) . lsto
indica una regulacion coordinada pero anormal en la expresion de log
genes de tales 4 tipos de colédgenas en esta enfermedad.

Los elementos regulatorios se localizan en el promotor, en la
region 5 y en el primero y quinto intron  del gen de colagena tipo
T [l ()] en tumanos (44). La region 5 y los dos introneg parecen
modular log rearreglos de los elementos  tanto Qusitivos ConG
negativos. Muchos factores transcripeionales interacﬁﬂau con los
elementos del promotor proximal, que incluyen factor nuclear-1 (NF-
1), factor de unidn a la caja <CCAAT-, Spl y dos factores
inhibitorios adicionales. En el sitio de unidn para la caja <CCAAT.
se encuentran también dos sitios méas para Los otros dos factores que

gse unen al promotor de «l(l). Estos tres sitlos de unidn son comunes



para los genes de e (1) (39) . asimismo, Joy clementos regulatoriosg
del gen de colagens o2 (1) tambien se encuentran distribuidos en ol
inicio del sitio de la Lranscripeion; el primel intron parece posect
tanto los  segmentos inhibitorios cowo  rvegulatorios, pero la
delineacion precisa de estas secuencias no se ha sido establecida.
Algunos elementon als acting han sido ddentificados "rio wrribat del
inicio de la transcripeion; 4 secuencias ¢is acting difeventes pueden
unir a los factores nucleares presentes en extractos de Libroblastos.
Bl miswmo heterodimero puede unirse al motif CCAAT en el promotoyr de
la cadena w2 (1) y unirgse taubién al promotor de la cadena wl(1); una
mutacion en  la  secuencia  CCAAT  disminuye  fuertemente  la
transceripeidn. Ambos genes de la coldgena contienen grupos de
elementos regulatorios, en los cuales tres diferentes facltoyes
transcripeionales se unen: uno és activador trangcripcional, mientras
que los otros dos son inhibidores transcripcionales. Generalmente,
estos factoreg participan en el control coovdinado de estos dos
genes, los que sge coexpresan eén  casi  todas  las  situaciones
fisioldgicas o patoldogicas (3%). Recientemente se ha identificado un
nuevo facrtor transeripeional: el ¢-Kvox, en log genes de coldagena
tipo I, que se expresa preferentemente en la piel; este factor se une
especificamente a los elementos ricos en guanina (46) . La regulacion
de la expresion del gene «3(VI) es diferente a los de al (Vi) Y
@2(VI) . El gen de la coldgena tipo VI no posee el elemento CCAAT, sin
embargo, posee una secuencia de 100 pares de Dbases (pb)
polipirimidinicas; y solamente un factor transcripceional SP1 se une

a esta regidn (47). Se sabe que algunas ¢itocinas puedén influir en
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la expresion de estos genes, siendo o mas estudlada el TGE-: s D
demostrado que este tactor aumenta ba sintesis de algunos componentes
de la MEC incluyendo coldgena Cipo 1 (35) ;  este incremento en
debido, en parte, a la estimulacion de la transcripceion de los genes
correspondientes. La interaccion del TGP - con su receplor sobre la
membrana del fibroblasto dispara las vias de senalizacion, lo gue
permite la activacion de los factores nucleares, resultanao en el
incremento de la transcripeion de la coldgena w2 (1) . Tambien se ha
demostrado que el FCE-B estimula el promotor del gen de la colagena.
Recientemente se ha demostrado que el 16F-F estimula scelectivamente
la sintesis de coldgena tipo Iy la produccion total de colagena bajo
ciertas condiciones de cultivo, lo que mimetiza la situacidn in vivo
(48) . Otra citoeina que afecta la sintesis de colagena tipo I a nivel
trangcripcional es la IL-1, que promueve al promotor CCAAT; wientras
que el IFN-y disminuye la sintesis de coldgena tipo I tanta para

al(1l) como para «2 (1), disminuyendo la actividad de la regidn CCAAT.

Las citocinas:

Lag citocinas son un grupo de polipéptidos de bajo peso
molecular que modulan importantes funciones celulares. fistos factores
solubles secretados por células del sistema inmune pueden modular la
fibrosis o promover daio vasculanr (49,5%0,51). La IL-1, la 1L-2, la
IL-4, la 1L-6, el TNF-o y el IFN-y son citocinas gque alteran varias
actividades de los fibroblastos, tales como crecimiento (52),
metabolismo (53), produccidn de los componentes de la MEC, produccidn

de colagenasa o prostaglandinas y su actividad (52) . Otros estudios
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han sugerido la inportancia de algunag citocinas, como la Th-o, IL-8,
el TGP-15, en la patogénesis de los cambios fibrovicos e intlamatorios
(14,54}, Los  Cibroblastos tienen receptor pava la 1L-1 y  csta
citocina juega un papel importante en la prolifervacion y produccion
de la MEC (49). Reclentemente, se demostrd que la IL-10 nodula la
expresion de coldgend Cipo I en fibroblastos humanos (55) y ademas,
se demostrd la expregsion del ARNm de fh-13 en biopsias de qlandula
galival de pacientes con  sindroms de  Sjogren  primario (567,
sugiriendo su  parsticipacion en  la  regulacion uan situ de la
hiperactividad de log linfocitos B en log infiltradog leucocitarios
de la gldndula salival de estos pacientes. (Por lo que posiblemente

tambien actie sobre los linfocitos B, que ge encuentran en algunos

casos en los infiltrados celulaves de pacientes coﬂ EGP) . Otras
factores como el PDGE, IFCF, IGF-1, MCP-1, FCE y el NGF estan tambien

implicados en la activacion o proliferacion del f[ibroblasto (51,57).

La interleucina 1

La 1IL-1 es producida por osteoblastos, monocitos, macrotagos,
queratinocitos, células de Kupffer, células de la glia, hepatocitos,
celulas del epitelio timico, glandula galival y fibroblastos (58).
Es una citocina que posee una amplia variedad de Ffunciones
bioldgicas, como la de estimular la proliferacién de los fibroblastos
humanos, la produccion de GAG y de colagenas Lipo [y 1L en cultivo,
asi como también la sintesis de colagena total (59). La IL-1 induce
la produccion de colagenasa en fibroblastos y células sinoviales. Los

fibroblastos normales estimulados por la IL-1 también producen

&
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citocinasg, tales como la 1h-1, La 1L-6, la  ThLo8, ¢l ‘I'NF-w, ol PDGEF
y prostaglandinag (3) . oo vitro, Yta e L odbneramenta f'x_ expresion de
la molecula JCAM-1 y la adhesion de linfocitog (60), por lo que
mediante estas vias, la 1h-1 puede contribuic a los cambios tanto
fibroticos como vasculares. La 1Ll 4 una concentracion deo Long/ml
es mas potente que lLa -6 en la induceidn de la produccion de
colagena y GAG. Contrarviamente, las IL-1 alfa y beta incremenvan ba

sintesls de colagenasa por log Cibroblagtos (21) .
I

Interleucina 2:

111 papel de la IL-2 en la activacion del linfocito 1 ha sido
claramente documentada y su produccion anormal puede ser responsable
en parte de la patogénesis de enfermedades autoinmunes y sindromes
inmunodeficientes (53,61). La IL-2 puede modular el metaboliswo del
tejido conjuntivo a través de efectos indirectos de otras citocinas

producidas por células inmunes activadas por IL-2 (53).

Interleucina 4:

La 1L-4 fue inicialmente caracterizada como un  factor
estimulador del linfocito B. Es una citocina pleiotrépica con
miltiples funciones modulatorias sobre diferentes tipos de células,
que incluyen linfocitos 1, monocitos, wmacréfagos, fibroblastos,
queratinocitos y <élulas cebadas entre otras. Esta molécula es
producida principalmente por linfocitos CD4', ThO y Th2, tiwmocitos
fetales, células cebadas, basofilos y linfocitos 1T Ch8" (62). s

capaz de estimular la sintesis de ADN por fibroblastos y también de
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tucrementdar la gintesiy de Jheo por Cibvoblastos (34, 00) 0 Ademass,
induce la quimiotaxis de log Cibroblagtos, junto con otras citocina
y factores de crecimiento. La 1L de manera dosiy dependicnte induce
la proliferacion de fibroblastos normales (Go) . También increwment:

log niveles de ARNm de tibronectina (bi).

Interiencina o

La 1L-6 se purifico originalmenre de los sobrenadantes  de
cultvivos de Linfocitos P, Cibroblastos y células wmononucleares de
sangre periférica (4). Pogsee una amplia variedad de actividades que
comparte con la It-1 y el INF-o. La IL-6 a una concentracion de |
pg/ml estimula la sintesis de colagena y GAG (64) . Se counoce que lous
fibroblastos cultivadeos producen congstitutivamente la IL-6 y pueden
ser inducibles por la IL-1 y el TNF-¢ (14). Otras ciltocinas, como la
IL-1, el "'NF-o, el PDGI y el IFN-£, pueden inducir en el fibroblasto
la sintetis de 1L-6. Bl incremento de la 1L-6 puede sér importante

en la fibrosis.

Interleucina 8:

La IL-8 pertenece al grupo de citocinas que muestran homologia
al péptido I1I y pertenece a la familia de las proteinas de membrana
asociadas a lisosomas (51). Fue inicialmente purificada de células
mononucleares y posteriormente caracterizada (65) . Eg producida por
una  variedad de c¢élulasg, tales  como, fibroblastos, células

epiteliales y endoteliales. Es un potente quimiotactico para
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granulocitos y Lintocitos T (66) . He desconoce o Lopapel de Lo 1 8

el bas enfermedades del tejido conjuntivo,

Interleucina 10:

La 1L-10 es un polipéptido de 18.5 Kd, la cual bue originalmente
caracterizada como una citocina producida por clonas de lintocitos
Th2 murinos (67). La interaccion de la 1L-10 con ulrﬂs citocinas ha
sido estudiada; por ejemplo, la IL-10 suprime la sintesis de la Th-l
alfa, de la 1L-1£, de la TL-6, de la TL-8, del TNF-o y del FSC-GM.
Hay poca informacion sobre los efectos de IL-10 en las célulag del
tejido conjuntivo. La [L-10 recombinante aumenta la expresion de los
genes de colagenasa y estromelisina y disminuye la expresion del gen
de la coldgena tipo I en fibroblastos de piel adulta normal (55). La
IL-10, al igual que otras clitocinas como la IL-L, el TNF-a y el TGF-
3, estd probablemente implicada en la regulacion tanto de la
degradacion como de la sintesis de coldgena tipo I. Igual que de la
IL-8 se conoce wmuy poco sobre sus  posibles efectos en las
enfernedades del tejido conjuntivo, asi como tawmbién sobre las

acciones en las células del mismo tejido.

Interleucina 13:

La IL-13 es una citocina sgecretada por linfocitos T activados,
la cual es un potente wmodulador in vitro de varias funciones de los
monocitos y linfocitos B (68). La IL-13 podria participar en la
regulacién in situ de la hiperactividad de los linfocitos B, dado que

estos linfocitos ge encuentran, en algunas ocasiones en los

25, 5]
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mmfiltrados celulares do los pacitentes con BGE. Tampoco,  8e conos

el opapel de la 1L-13 eo Ja celulas del tejido conjuntivo.

Factor de necrosis tumoral alfa:

Bl PNF-o es generaluente referido como "citocina dnflamatoria®
junte con la IL-1 y la LL-6; la sobreproduccicn del TNE ha sido
implicada en vavias condiciones patologicas, que incluyen a  lao
enfermedades autoilmunes. Bl TNF-o, bajo ciertas condiciones, inhibe
selectivamente la sintesis de coldgena (69). Otros astudios apoyan
una accion inductora del TNF-o sobre 1a sinbesis de coldgena (24) .
BL INF-a  estimula  la  sintesis de  GAG, principalmente  dcido
hialurénico y también estimula de sintesis de colagenasa (31,33). Por
otro lado, el INF-¢, en  altas cohcentraciones, estimula el
crecimiento de los fibroblastos (60!70). Latas funciones al parecer
estan requladas o controladas por el receptor p55 del 'I'NF-a observado
sobre la membrana del fibroblasto, ademas de tener acciones

quimiotdcticas (23).

Factor transtormador del crecimiento-beta:

El TGIF-£ es un péptido de 25 Kd que tiene efectos sobre el
crecimiento y proliferacion de lag células. Definido originalmente
por su capacidad de transformacidon fonoripica de células no
neopldsicas en cultivo, posee wmuchas otras Ffuiciones  tanto
fisioldgicas como patoldgicas. Bl TGF-f es producido por linfocitos,
células endoteliales, plaquetas, nacrdfagos y fibroblastos (71). El

TGF-£ tiene wuchas actividades bioldgicas; con pocas excepciones,
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vodas las células vicneu veceptores de duperiicie para el Tl S
ha dwplicado como ol principal tactor en la t ?i,bl.‘t’.‘:gj&'.}lldt-}i.ii} vaut o novnel
como  patologica. ha naturaleza de la respuesta  depende  do una
variedad de condiciones, incluyendo el tipo de célula, condiciones
de crecimiento, el estado de diferenciacian de la célula y predencld
o ausencia de olros factorves de crecimiento. Los efcctos del TR
sobre la probiferacion y diterenciacion pueden ser estimlatorios o
inhibitorios, dependiendo de las condiciones wencionadas. Adendas,
tiene efecto quindotdctico tanto en células inflamatorias como en
fibroblastos. Es un potente wediador de la sintesis y deposito de
la MEC, tanto de coldgena como de Fibronectina y GAG por fibroblastos
(14,48,71,72), jugando un papel importante en la veparacion vy
fibrosis (75). Hste aumento de la sintesis de la MEC es el resultado
de cuatro acciones difeventes de los  TGF-belas; estimulan
divectamente la siutesis de la MBC, incrementan la sintesis de
inhibidores de proteasas, incrementan la sintesis de integrinas (una
familia de receptores heterodiméricos de membrana, que permiten el
reconocimiento especifico de las moléculas de la MEC con membranas

basales o con otras células) y reducen la sincesis de proteasas (Ll1).

También participan en la quiniotaxis de los fibroblastos (21).

Incerferon gamma:
B} IFN-y es producido por varios tipos de células, posee una
variedad de actividades como antiviral, altiprotozoario e

immunomoduladoras. Wl IFN-y puede inhibir selectivamente la sintesis

de coldgena y fibronectina en fibroblastos humanos (52,73) e
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incrementar Lo saintesis de GAG (1) lawb tan et adtual e Lol
sinergica con la relasing parva disminoic la simtests de la colagena
(7). Bl IEN-y puede wodular lTa biosintesis cxcesiva deo colagena
sugiriendo que pucde jugar un papel amportante en la cegulacion de
la fibrogénesis tanto normal como patologica (73) . BL TEN-y, e dosis

altas, inhibe la quiniotaxis de los Libroblaston (1) .

Esclerosis Generalizada Progresiva (Bsclerodermia) .

La ksclerosis Generalizada Progresiva (Bsclerodermia) o8 una
enfermedad autoimnune, que se caracteriza por lesiones vasculares
proliferativas, lesiones microvasculares obliterativas y atrofbia
residual con fibrosis de wiltiples dvganos (76) .

La primera descripeion detallada de esta  enfermedad  fue
redalizada en 1753 por Curzio. Posteriormente, Grintrac en 1847
introdujo el término esclerodermia (skleros, duro; derma, piel), con
enfasis de que la piel es el dérgano blanco mds afectado (77); aunque
en 1945 se llegd a un acuerdo general sobre la afeccidn a miltiples
organos en esta enfermedad (78). Posteriormente, Klemperer la incluyo
en lo que denomind como "Enfermedades de la Coldgena”. BEn los Gltimos
aflog el interés acerca de su patogénesis va en aumento, 5in haberse
dilucidado completamente (79).

La patogenesis de la EGP se desconoce, sin egmbargo, se han
implicado cuatro factores, a saber: 1.- La activacién persistente de
fibroblastos, que da como resultado la produccion de cantidades
excesivas de constituyentes de la MEC como coldgena y otras proteilas

que se acumulan en la dermis y en los Organos internos (52,79). 2.-



La existencia de disfuncion vascudar y microvaseutar, cavacterizadaas
por la proliferacion de La ratima y obliteracian capilar (80,81) . 3.
La existencia de anormalidades  autoblmunes,  con produccion  de
autoanticuerpos, hiperganmaglobulinemia @ hiperactividad  de
linfocitos T (74,75); y +4.- Cawbios proliferativos y actlvacion de
las celulas cebadas (82,83) . Al parccer Lodos estos componentes estan
directamente rvelacionados, y su interaccion funciounal deterninag la
extension y la localivacion de da respucsta fibrotica (37).

Esta bien establecido el  papel prinacipal  que  tiene el
fibroblasto en lLa produccion excesiva de la sintesis de colagena.
Algunos estudios han sugerido que los Piliroblastos de pacientes con
EGP producen mayor cantidad de GAG y fibronectina (84) que log
fibroblastos de sujetos normales (85,86). Otros autores no han
encontrado diferencias (87,88), por lo que el papel de estos
componentes, junto con la osteonectina estd atn por dilucidarse.
También se ha determinado una disminucion en la secrecion de
colagenasa y de otras proteasas extracelulares que podrian permitir
un aumento de las proteinas de la MEC (35), asi como el aumento de
prolil 4-hidroxilasa, una enzima importance en el ensamble de
procolagena estable (8Y). La acumulacidén de coldgena en tejidos
afectados por la EGP se origina principalmente de la sobreproduccion
de coldgena por fibroblastos residentes en el estroma. Por otro lado,
investigaciones realizadas en monocapa de cultivo de FEibroblastos
obtenidos de pacientes con la LGP han demostrado aumento en la
sintesis de coldgena (45,90). Ademds, se ha obhservado un incremento

en la produccion de procoligena en fibroblastos de estos pacientes,
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asociado con niveles clevados de sus covrespondientes ARNm, lo que
suglere un control  pretvanscripcional  altevado  (23) . Adawdas la
induccion de la sintesis de colagena tipo 1 oestd regulada a nivel de
ARNm, conmo se ha denostrado por esbudios de hibridacion in situ (37) .
Tambien por este metodo, Peltonen y colaboradoves (91) describieron
La expresion aunenvada de coldgena cipo L oen Cibroblastos de dermis
de pacientes con EGP, gobre todo en la capa papilay superior vy eh la
dermis  profunda. De lgual  Forma, se bha  demostrado que los
fibroblastos de plel de % pacientes con  BEGP (2 con morfea
generalizada) contenian hibridos de ARNm con ADNe rvadiomarcado en la
cadena  proalfal(I). La distribucidén de los  fibroblastos que
hibridaron no fue homogénea. En las biopsias de pacientes con EGP,
se observd expresion alta de coldgena tipo 1 en {fibroblastos
dispersos difusamente por la dermig, aunque era wds abundante on las
capas subepidermicas y en la devwis profunda. Lo otros estudios se
ha encontrado que la piel de pacientes con egclerodermia expresa
genes de colagena que codifican para la coldagena tipo I, 111, VI y
VII (39,92,93).

Peltonen y colaboradores (92) demostraron numerosos fibrohlastos con
hibridos de ADNc y de ARNm de «2(VY), expresados en la dermis papilar
y en la reticular; contrariamente, la piel norwal de individuos sanos
tenian poca expresion del ARNm de «2(VI), La diptribucioén de
fibroblastos con hibridacién positiva para coldgena tipo VI en la
dermis de esos pacientes no fue howogénea, lo que sugiere que solo
algunas subpoblaciones de fibroblastos de la piel afectada muestran

fenotipo activado. Por medio de experimentos de transcriptasa roversa
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(IR) y reaccion en cadena de polimetasa (PCR), con el ARN total de
cultivos de Libroblastos de piel de 7 pacientes con HGP, se cucontro
aproximadamente 3.4 veces mas ARNm de colagena Uipo VIE en los
pacientes que en los controles sanos (39) . La lamunoflourescencia
indirecta de la plel de individuos sanos,  al usar wl anticierpo
monaclonal anti-coldgena VIT, mostro esta coldgena en La union derwo-
epidérmica y en  la wmembrana  bagal . B oplel,  se delecto por
inmunofluorescencia en la menbrana basal y por toda la dermis en 6
de 8 pacientes. En dog casos hubo  tincidn intensa en la derwmis
reticular; on otros dos pacientes se observe en la c;“pi.ds;n.‘mi::; y e
uno, en el tejido gubcutaneo.

La biogintesis de la coldgena estd regulada por algunas citocinas y
factores de crecimiento del fibrablasto, que tienen un efecto
mitogénico sobre éste y aumentan la expresion del ARNm de la colagena
% de otras proteinas de la MEC (23) . Todos estos mecanismos podrian
jugar un papel en la acumulacién exagerada de los componentes de la
MEC observada en las lesiones fibroticas de estos pacientes.

La regulacion immune alterada en la esclerodermia incluye
hiperactividad de linfocitos 1, aunento de infilkrado celular,
especialmente de mononucleares en la dermis de lesiones tempranas,
interaccion del fibroblasto con la célulag mononucleares (94,9%,96),
y la presencia de autoanticuerpos como log anticuerpos antinucleares
(ANA) . Por ello se ha sugerido gue la inmunidad celular y humoral
juegan un papel importante en la patogénesis de la enfermedad. Cerca
del 95% de los pacientes con esclerodermia tienen un autoanticuerpo

identificable (76), pero ha gido muy dificil demostrar que algin
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autoant icuerpa sea responsable de bos cambbon patogénicos observados
en o esta enfermedad  (34) 0 Tambiéen  autoanticuerpos  anti-cdlulas
endotel tales de isotipo TG se han observado en csta un{ﬁc::l:lnulad (97) .
Muchos de log autoanticucrpos no activan la cascada de’l couplewento
y los niveles de Zos componentes del complénento en @l suero son
normales; los conplejou innones y el couplencnto no e deposivan
alrededor de Loy vasos (50) . Ademas, la perdida de correlacion de log
titulos de anticuerpos con la duracion de la enfermedad o actividad
e compatible  con  la ausencia del  papel  patogunico de  esLos
anticuerpos (50) . Si los autoanticuerpos contribuyeran a la patologia
en la esclerodemmia sevia promoviendo la  fagocitosis, por
citotoxicidad dependiente de anticuerpos, o por activacion de células
que expresan autoantigenos sobre su superficie; posiblemente, los
anticuerpos pueden entrar a los cowpartimentos intracelulares vy
mediar eventos intranucleares (50). Por olLro lado, existe une
heterogeneidad restringida de los tipos de autoanticuerpos qgue se
encuentran en cada paciente (31,32). En el suero de estos pacientes
se han identificado varios autoanticuerpos, que Incluyen: anti-
topoisomerasa I (Scl-70) (un autoanticuerpo dirigido conctra la DNA-
polimerasa), anti-centréuero (ACA), anti-RNA polimerasa I, anti-ul-
RNP (anti-Ul-ribonucleoproteina), anti-U3-RNP (anti-fibrillarina) y
otros menos frecuentes como: anti-trimetil-guanosina, anti-Ull, anci-
7-2  RNP y anti-Ku (76,98). Estos autecanticuerpos se  han
correlacionado con la enfermedad, asi como con la extension de la
lesidn, la afeccidn a drganos internos, algunas manifestaciones de

la enfermedad y también con el prondstico de la misma, Entre el 20
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y el 75 % de log pacientes con RGP posecn anticucrpos Scl-700 (30

que se  relacionan con una progresion cutanea rapida y escasen de
telangiectasiag y Coll afeceion gastrointestinal, pu lmonan,
ST

neurologica y cardraca (99,100) . Los anticuerpos anti-centromero

encuentran  en  pacienten con el Sindrome  de o CREST  (Calceinosis

!
Fenomeno de  Raynaud, dismotilidad csolbagica,  telanglectasias oy

esclerodactilia), su Frecuencia va del 70 al 80 % (33,101) y se

relacionant con curse benigno, con baja inclidencia de dano renal vy
pulmonar, asi como tambidén una mayor sobrevida (102) . Los anticonerpos
anti-fibrilaring se encuentran presenbes en pacientes con ateceion
cutdnea y telanglectasias  diseminadas  (103) . También  se  han
encontrado diferentes porcentajes de anticuerpos anti-centromero y
anti~topoisomerasa en varios grupos étnicos; asi, los ACA estan
presentes en blancos y no son observados en negros americanos,
mientras que los  anti-topoisomerasa estdn awmentados en negros
americanos y mexicanos (98). Se han reportado también anticuerpos
contra eritrocitos (6%), granulocitos (18 %), plaquetas (24 al 7% %)
(50) y contra ciertas citocinas, como la IL-6 (17 %) y la I1L-8
(54,66,104), pero su papel patogénico no esta del todo claro.

Por otra lado, el fondo genético juega un papel importante, o
por lo menos puede gser un cofactor potencial par cuanto se ha
considerado susceptibilidad genética conferida por log determinantes
del CMH; algunos grupos de idnvestigadores han demostrado una
agociacidn de las diferentes subpoblaciones de pacientes con EGP cou
el CMH (105,106). Asi, Luderschmidt y colaboradores encontraron

correlacidén de HLA-DR5 con todas las  formasg de BGP (107).



Recientaenente, se ha inforwado asoviacion de LA DRSS (DREITLIOD) ¥
HLA-DRWSHZ  en pacientes nexicanos con BEGP O (108) . Tawbicn  se o
reportado que la seqgunda region hipervariable del HLA-DOBL pucde sl
un - candidato  pava el epitope  asaciada  cont la vespuesta  de
autoanticuerpos, especificanente con  anticuerpos  anti-cent romero

(L09) . Pero se conocen pocos casog de BGP familiar v no s

Y s hean

encontrado marvcadores geneticos comunes cn tales famibias (LOG) . Pov
otro lado, se han propuesto factores ambientales, como los agentes
guinicos que estarian iumplicados en la patogénesnis de la BGE {110) .
La red de citocinas juega un papel potencial en los procesos
de fibrosis de los tejidos, esta posibilidad ha sido demostrada en
estudios in vitro donde ge ha observado que varias citocinas son
capaces de regular la expresion de los genes de la colagena en
cultivos de fibroblastos (66). En observaciones in vivo ge ha
demostrado que las citocinas participan en el desarrollo de fibvosis,
dado que en el suero de esltos pacientes se observan elévados niveles
de algunas citocinas, incluyendo la 1L-2, IL-4, IL-6 y la IL-8
(5,49,66,111) . Estos factores solubles secretados por las célulag del
sistema inmune pueden modulay la fibrosis o promover el dafo vascular
en la EGP, o modular las propiedades de las células endoteliales,
incluyendo proliferacion, expresién de woléculas de adhesion,
adhesion a linfocitos ‘' o neutrofilos y la produccion de olrvas
citocinas  (49,112,113). Los linfocitos de sangre periférica de
pacientes con EGP producen cantidades aumentadas de 1L-2 cuando son

incubados cou coldgena tipo I (14). Ademds, los niveles de 10L-2 en
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Suero  se han o corvelacionade con el grado  de progresion de o la
enfermedad (111) .

La IL-6 ge encuentra clevada en sangre perilfévica de pacientos con
EGP comparados con los controles (50) . Los nonocitos obtenidos de
lavado bronquial de pacientes con BGE producen was 1o 6 que Lo
controles, tanto los no estimulados  como  log  estimulados  con
Lipopolisacarido. A pasav de estos hallazgos, Los wonocitos de dangre
periférica tuvieron una produccion normal, tanto los cstimulados com
log no estimulados (50). Ciertas citocinag como la FL-1f, el UNF-w,
el TFN-vy, la IL-2 influyen en el metabolisme in vitro del fibroblasio
(53) . Tanto la IL-1£ como el PNEF-alfa incrementan la produccion de
coldgena en los fibroblastos (70), mientras que el [FN-y disminuye
la sintesis de coldagena de Fibroblastos de pacientes con RGP (73) .
La IL-4 y el TGF-f aumentan la expresion del ARNm de fibronectina en
fibroblastos de pacientes con LGP (63,114) . Alcocer-Varela vy
colaboradores demostraron que la estimulacion con fitohemaglutinina
(PHA) de log linfocitos de pacientes con LGP producian IL-2 an
cantidades iguales o superiores a los controles (11%). Pambién, el
mismo grupo reporté la produccion espontdnea de la TL-1 por parte de
mongcitos de sangre periférica de pacientes con BGP no tratados
(116,117).

Por otro lado la presencia de la IL-2 en sueros de paclientes con EGP
apoya el papel de la activacion de los linfocitos '1' en esta
enfermedad; ademds de la asaciacidén entre los niveles del suero y la
progresién de la enfermedad indicando que la activacion de los

linfocitos T puede participar en la progresion de esta enfermedad
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(11D, 1ig) . Posteriormente, Whteside y colabovadores demostivaon gue
tog  sobrenadantaes  de eclulas mononucleares Clenen  clectos
estinulatorios sobre la sintesis de GAGS en fibroblastos dermicvos an
cultivo, este efecto podiria estavr nediado por la fL-1 (119} La
acceidn  de la Th-1  gobye log fibroblastos normales  induce  la
produccion de algunas cltocinas y factores de crecimiento como la 1h-
L, la Fheo, la IL-3, el 'INF-o, el CSF, el PDGY y prostaglandinas (3)
Mientras que lous fibroblastos de pacientes con  EGR  producen
espontaneamente niveles elevados del receptor de la 1L-1 y proteinas
inducibles de la IL-1, como son la 1L-6 y la PGE2, comparados con
fibroblastos normales en condiciones libres de suero bovino fetal
{(SBF) (3).

Por todos los antecedentes mencionados el papel del fibroblasto,
tanto en la produccidn de citocinas cowo en su regulacion Jocal, 1o
esta del todo aclarado. Por lo que son necesarias nuevas
investigaciones en este campo. La relacidn de la produccion de
coldgena por los fibroblastos con algunas citocinas es conocida, pero
es importante establecer si las civocinas producidas por los
fibroblastos estarvian induciendo la sintesis de coldgena en forma
local . En nuestrvo trabajo nos propusimos estudiar la expresidn de los
genes de diferentes citocinas gue inducirian al fibroblasto a la
produccian de coldgena, asi como de aquellas implicadas en la

patogenia de la esclerosis genevalizada,



IV, HIPOTESIS:

BL perfil de capresion de genes de citocinas de tibroblastos de
pacientes con EGP de larga evolucion (- de 4 ahos de duracion) s

diferente al de los sujelos controles y se correlaciona con la

produccion de coldgena,
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V. OBJETIVOS

OBJETIVO PRINCIPAL:

Lo- Definir el pertil de la eipresion espontanea  de genes  de
citocinas producidas por Cibroblascos do pacientes con BGP en Fase

tardia y correlacionarlo con la produceion de cotagena.

OBJETIVOS SECUNDARIOS:

1.- Identificar la expresion de citocinas implicadas en la fase
tardia de la entermadad y compararias con lasg encontradas en el grupo
control.

2.- Bstudiar los niveles de sintesis de coldgena producidos por los
fibroblastos de pacientes con EGP y compararlos con los observados

en el grupo control.

3.- Establecer la participacion de citocinas en la generacion y
perpetuacion de la matriz extracelular (colagena) caracteristica de

est.a enfermedad,



VI. MATERIALES Y METODOS

PACIENTES:

se estudiaron nueve pacientes diagnosticados de BoP quienes
toeaian log crliteriog de clasilicacion pavda esta enformedad  (120)
Seis de estos pacientes tenian LGP y tres tendan sindromne de CREST
Ademas se  estudiavon diez sujetos contvoleu, personal  sano el
Laboratorio (siete) o pacientes quirirgicos {(dos ciirugria abdomii
y una o cirugla  owamaria) .  Ninguan o paciente tenda  sindrome  de
sobreposicion uw  obtras enfermedades del tejido coujuntivo ni
enfermedades de la piel. Ningin control padecia enfernedad
antoirmune, del tejldo conjuntivo o de la piel. Aungue los pacientes
no fueron pareados con el grupo control, las caracteristicas socio-
demograticas fueron similares. Uno de los pacientes vecibid

antinflamatorios no esteroideos, tres recibleron D-penicilamina, uno

&

b

recibid prednisons en dosis inferior a 7.5 wy, dos cisapride, dosg
colchicina, tres vasodilatadores periféricos, dos drogas bloqueadoras
H2 y un paciente no recibio ningun medicamento.

Todos los pacientes recibieron informacion completa del propdsito del

estudio, y firmaron su consentimiento para su participacién.

CARACTERISTICAS CLINICAS:

Los pacientes fueron evaluados para la presencia de daflo o
afectacion pulmonar, gastrointestinal, renal, cardiaco o wuscular,
asi como también pava la pérdida digital. También se evaluaron

anticuerpos antinucleares, anti-topoisomcrasa I, anti-centrdmero,
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Lambién  lactor  reumatoldeo  y  ose  wdieron los  niveles  de
inwnoglobul inas.  La o atectacion  pulmonar  lue  evaluada  por
presencia de Cibrosis bibasal en una vadiogratia de torax o pou
restriceion de  la capacidad  tuncional  pulmonar  deteruinada pov
aspirometyia o por pruchas funcionales. La hipertension pulmonar [ae
evaluada por ecogralia bidimensional . 11 dano gastrointesuinal fue
determinado basado en sintomas o hallazgos endoscoplcos compatiblos
con reflujo esoldagico o diarrea cronica con malabsorcion no debido
a otra patolagia o, alternpativawente con  anorwad idades en la
wotilidad deterwinadas por radiografia o hallazgon manométricos o pow
saculaciones colonicas. La patologia renal fue considerada cuando los
pacientes presentaban hipertension waligna o reduccion en  la
depuracidén de la creatinina inferior a 80 ml/min o los valores de la
creatinina sérica superior a 2 wg/dl. LI daio cardiaco fue definido
por pericarditis, arritmia o defectos en la conduccion en ausencia
de enfermedades coronarias conocidas. La miosgitis fue definida pox
mialgias o debilidad asociada con el incremento de los valores en
suero de creatinin-cinasa o aldolasa y con los hallazgos compatibles
en la biopsia de misculo o electromiografia.

Los ANA y los ACA se determinaron por inmunofluorescencia indivecta.
Los anti-Scl-70 se determinaron por ELISA. Las immunoglobulinas y el

factor reumatoide se cuantificaron por nefelometria.

BIOPSIA DI PIEL:
Los fibroblagtos dérmicos fuevon obtenidos por hiopsia wediante

un sacabocados de 4 milimetros de didwetro tanto para los pacientes
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como el crvupo control, previo lavado de o region con solucion salina

esteril y alcohol, se anestesio con 0% o L owl de xilocaina al 1%,
B los pacientes las biopsias se obtuvieron en uana zona de piel
afectada, El wataerial de la biopsia fue cortado en fragmentos
pequenos (12 a 15 fragmentos de una bicpsiae de 4 )y culocados en
cuabro o cinco frascos de cultivo de 248 e’ (Falcon babware, USA) .
Posterior a una incubacion de 15 a 20 winutos a temperactura ambiente,
que tiene la finalidad de evitar que el medio de cultivo despeque o
fraguwentos de tejido, se afadieron 3 ml de wedio de cultivo (medio
esencial minimo-bulbecco modificado (D-MEM), suplementado con 10% de

o

suero hovina fetal (SBF), L-glutamina al 2 wM, kanamicina (0.1

mg/ml), gentamicina (0.05 mg/ml) y anfotericina B (0.29 pg/mll oy

wn
=

colocd en una estufa a 37 °C en 5% de (0,, 95% de aire, en
condiciones de humedad. El medio de cultivo se cambio cada 7 dias en
las tres primerasg sewanas, para luego cambiar cada 3 a 4 dias durante
3 a 5 semanas. Después de este periodo, cada explante tenia en su
alrededor log fibroblastos. Cuando tos Cibroblastos llegaron a
confluencia se despegaron con tripsina-EDTA (0.5 ug/ml de tripsina
1/250 y 0.2 pg/ml de BEDTA en solucion salina amortiguada) (GIBCO BRL)
durante 1 a 2 wmin a 37 °C. La tripsina fue neutralizada con medio de
cultivo D-MEN suplementado. Los fibroblastos se lavaron por una
ocasion y fueron resuspendidos en 5 o ¢ ml de D-MEM, siendo
repartidos en dos o tres cajas  de cultivo, dependiendo del untnero
celulay y nuevamente colocados en incubacion. Este procedimiento de
subcultivo fue realizado rutinaviamente hasta el subceultivo 6.

Durante estos subcullivos se congeld una wuestra, cuando el ntmero
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celular lo permitia, Todos los cxpevinentos fueron realizados cntac
los subcultivos gequndo al quinto, Elonnmero de cclalas on cada
subcultivo fue de 6 a LU millones, ¢stas Lucron congeladas en tubos

de poliproplleno a - 70°C hasta Su uso.

DETECCION DEL ARNm D CITOCINAS MEDIANTE TRANSCRIPTASA INVERSA-
REACCION EN CADENA DL POLIMERASA (TR-RCP):

1 ARN fue extraido de 6 a 10 milbloney de i.])‘l,‘()l.)v].é,lvb‘(L(ﬁ):} mediante
RNAzol (Biotecx Laboratories, Houston, 'I'%, UsA) . Bl ARN fue tvatado
con 10 unidades de ADNasa [ (GIBCO-BRI, USA) & 37 °C por 30 min;
posteriormente se extrajo con fenol, cloroformo/alcohol isoamilico
(21/1 volumen/volunen), tinalmente precipitado con etanol. LA TR-BPCR
fue realizada usando 2z pg de ARN, El ARN fue primero tratado con 50
U de transcriptasa inversa del virus de leucemia nurina Molouey en
presencia de 2.5 uM de oligo (d7),,.,, y cada uno de los cuatro
desoxinucledtidos trifoglfatados. Se realizo un ciclo de 57 °C por 60
ming y 72°C por 5 min. Para la amplificacion del RCP de los productos
del ADNc se anadieron 30 pM del iniciador sentido, 30 pM del
iniciador antisentido y 2 U de Taq polimerasa (GLBCO-BRL) a la mezcla
de reaccion. Cada c¢iclo de amplificacion fue de 94°C por L minuto;
55 °C por 1 min y 72 °C por I min por 33 ciclog. Posterior a los 33
ciclos los productos fueron corridos en electroforesis en agarosa al
1 %. Los geles fueron foltografiados usando una pelicula Polaroid tipo
665. Se estimo la intensidad de lag bandas mediante densitometria
utilizando los negativos de las fotos; todos los valores fueron

normalizados con el control positivo de la f-actina al que
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arbitrariameute e be dio el valor de uno, Todas Las muestras fueron
incluidas pava el ARM de #-act ina nsando Jos misnos productos, K
control nagativo se incluyo en cada mucestira, Loy iniciadores para La
The 15, [hL-2, IL-4, L6, 1h-8, 1hL-10, V1h-13, THE o, TGl TEN y oy

Cambién para la kE-actina se encuentoan en la tabla o

 fbla . Seowsncies do lo futctedoren pars ln vk,

RNAa Iniciador senvido (b7) Anvisentido ( _’,")M v‘w'.w:l“.uu.u1;;w:;:—l"m
producto (ph)

1h-16 SGGNTATGOGAGCAACARGTGG 3 LCRTORYACCAGTPOOGUANCTG Y Dl
LL-2 S GPCACKAACAG TGOACCTAC 3 LCATGUTTTGCTGTUTeaTcaGy 3 EEPee)
ThL-4 G TGCOTCCAMGARNCACARCTC 3 OAACGTACTCTGOT TGO 3 s
1L-6 HOTCAATCAGGAGACTTGCCTG 37 5 GATGAGTTGTCATCTCCTC 37 200
IL-8 52 1MTGGCAGUCTTCCPGATITC 37 OO ARCTTCICCACAACTCTCTE 3 247
L 10 Y NPCAAGGOCCATHTCAACTC 37 U AGAGCGUCAGATCCO MY 37 295
1L-13 LrGaagrararrrcTeacearrs s SOPACTCOTTUOUTGAGAGCTG 37 A
THE -« HCACAAGCCTGTAGCCCATGTT 3¢ O AANGTAGAL CPGCCCAGACT 31! BN
TGE -2 SUTITCGCCTTAGCGUUCACTSG 3 HOPCCAGCCOAGETCCT TGO 37 200
INEF-y 67 GCAGAGUCAANTTGTLTCCT 32 6P ATGCTCPTCCACCTCGAARS 4 2490
fi-actin O QUG TCAGRAGCATTCUTATG 47 S GOTTCTARMACATOAYCTGGG 4 28




MICROENSAYO PARA LA CUANTIFLICACION DE LA SINTESIS DI COLAGENA
(Incorporacidén de LIU-14C)-prolina):

Lha cuantiticacidn de la incorporacion de proling se Lealizo
nediante la téenica de Diegelmann (121), con ligevas modilicaciones.,
Brevemente, los fibroblastos se scmbraton en placas de 24 pozos (2
cm? /pozo) con b5 x 107 células/ews en 0,5 ml de D-MEM con L0% de sBE
por 48 horas a 37 °C, 5% de CO, y 95% de airve, en condiciones du
humedad . Posteriormente se elimino el wedio y se agregaron 500 pl de
D-MEM con 2% de SBF y acido ascorbico (50 pg/wml), se incubo por 3
horas, en las condicdiones antes anotadas. Para la incorporacion de
prolina [U-''C] (250 pCi/% ml), Amersham, UK) se agregaron 50 pg/ml
de acido ascorbice y 1 wuCi de prolina [*C} poir pozo y se incubaron
por 18 horas. Las células ge sonicaron por 20 sequndos al 40% de
potencia de un sonicador (Sonic dismembrator, modelo 50, Fisher
Scientific, USA). Del extracto de fibroblastos obtenido se
alicuotaron 100 pul para la cuantificacién del ADN. El resto se
precipitd con Acido triclorvoacético (TCA) y L-prolina a una
concentracion final de 10% y lmM, respectivamente. Se lavé por tres
ocasiones con TCA 5%, L-prolina 1 uM, PogLeriormente se precipitd con
etanol:éter (1:1). Bl botdn se resuspendid con amortiguador de HEPRES
0.2 M, CaCl, 0.5 wM, N-etilmaleimida (NEM) 2.5 mM, pH 7.2, se
ailadieron 10 pul de colagenasa tipo VIT de Clostridium histolyticum
(0.98 U/ul) (SIGMA, USA) y se incubd por 90 min a 35 °C. Después de
la incubaciodn se precipild con TCA a una concentracidn final del 10%
y L-prolina 1 mM y se centrifugd a 13,600 x g por 10 min. Se tomaron

50 ul del sobrenadante y se colocaron en un vial para determinacion
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de vadioactividad. BL vesto del sobienadante se olimino y el oextracto
celular se resuspendio en 500 gl de TCA S% y Loprolina luM, Se volvia
a centrifugar a 13,000 g por 10 minutos. Se tomaron L0 b ael
sobrenadante wezelandolo con  los  anteriores, esto correponde o
proteinas degradadas por colagenasa (DC) . Las cuentas por minuto de
radioactividad fueron wedidas en un contador de centelleo wmodelo LS
1801 (Beckam, USA). Bl extvacto celular se vesuspendio en 500 pl de
un amortiguador de Tris 0.1 M, dodecil sulfato de sodio 0.5%,
ditiotreitol 5% wM, pH 7.4; se towmaron 100 pl. Se wmezclaron con el
liquido de centelleo (ligquido de Bray: Nattaleno 60 g, PPO 4y,
Metanol 100 ml, ctilenglicol 20 wml, dioxano c¢sp 1000 wl), se
determinaron las cueltas por winuto. El resultado corresponde a las
proteinas no degradadas pov colagenasa (PNDC) . Las cuentas por minuto
para PBDC y PNDC fueron corregidas a los volGmenes totales y se
calcularon por medio de la ecuaciodn de Diegelmann-Peterkofsky (122)
para conocer la cantidad relativa de coldgena y ésta se normalizé con

la cantidad de ADN de los fibroblastos.

Beuacidn de Diegelwmann-Peterkofsky:

ppe

PORCENTAJE RELATIVO DIs COLAGENA: x 100

(PNDC % 5.4) + (PDC)



CUANTIFICACION DEL ADN:

Del extracto de fibroblastog se obtuvieron 100 b para 1a
cuantificacion del ADN, como describe Labarea (123) . A wstos 100 pl
se les agregaron 3.9 wl de anovtiguador de muestra (Na,Po, 005 M,
NaCl 2.0 M, 0.4 pug del reactivo de Hoechst 33288, pll 7.4) . Ademds,
¢ prepard un blanco de reactivo y contia ente se leyo aen un
fluordmetro (Perkin Elwer, USA) a JoU nm de excibacion y o dou mn de
emision, Se realizo una curva de calibracion con estandaves de ADN

para determinar la cantidad de ADN existenbe en cada mpesbya.

ANALISIS ESTADISTICO:

Se realizo estadistica descriptiva calculando  promedio,
desviacidn estdndar o wediana e intervalos wminimo-maxiwmo. Parva la
comparacion intergrupal se utilizo la prueba U de Mann-Whithney. Para
estudiar la asociacidén de variables se utilizd la prueba de
correlacién de Spearman., Se congiderd significativoe un valor de

p<0.05 (2 colas).



VIL. RESULTADOS

CARACTERISTICAS DE LOS PACIENTES:

Las caracterigticas demograticas de log pacientes y conrroles
fueron similaves (Cabla 3) . Todos los pacientes baeron wmestizos, col
edad promedio de: 14.5413 afos, (min wax 17-57 anos), relacion V4.
8/1. Los controles tambidn Ffueron mesticos, con edad (DB, win-max)
2707310, le-d4% anos, sexo F/M: 9710 Bo o todos los pacientes habian
cranscurrido mas de 4 anos desde la aparicion del sinvoma inicial o
de haberse detectado fenomeno de Raynaud. La duracion de la

enfermedad fue de (X¢DE) 15.919.78 arios, con limites de 4 a 26 aios.

CARACTERISTICAS CLINICAS DE LOS PACIENTES:

De acuerdo a la valoracioén clinica y de gabinete, se evalud la
afeccion de Organos internos. Todos los pacientes tuvieron por lo
menos unl organo atectado (cinco tuvieron dafio esofdgico, cuatro
gastrointestinal, tres pulmonar y uno de cada uno como dafio muscular,
renal o pérdida digital por oclusion vascular). Ocho pacieantes
tuvieron al menos un autoanticuerpo presente. Un s6lo paciente (JIMS)
presentd las tres clases de autoanticuerpos investigados (ANA, ACA,
anti-S$cl-70) . Las caracteristicas clinicas y de laboratorio de los

enfermos estudiados se presentan en la tabla 4.



TABLA 3.

coplaGa KDAD/SEXO I

PCTE.

JHIL S5/F
PRM 11/ ¥
ANM 17/F
vig 45/
MDSR 9/p
NS 52/F
JRNL 38/H
51PG 50/1
JUS S6/F
X408 44,5413
LIMNITE (17-57)
SEXQO 90% ¥

F=femenino, Hamasculino,

Pz=pancreatitiu, IR Mz cirugia de

IRACIQN DIAGROSTICO
{a)

26 CREST
4 CREGT
25 CREST
g BGp
25.8 EGP
12.2 EGP
22.2 EGE
12 EGP

8 £GP

15.9xB.78

{(4-26)

LATO: DEMOURAKLCOE DEL GRUPO ESTUDLADO

CONIGO EDAD/SEXO  DIAGHOS.
CONTROL,
YLI 26/F NORH
MDUK L6/ HORM
MEZ s/ NORHM
Gh 23/F RORM
ANH 21/8 NORM
FHV 29/¢ NORY
T 45 /4 cre [
IRP 29/¥% NORM
GVELL 28/¥F CIR M
HGE 25/F CIR A
2747.3
{16-45)
88.8% V

a=afion, EGP=ssclevonis

XiDS=Promedividenviacion sautandarx,

19

mama,

pistémica, NORM=normal, CIR

CIR Azcirugia abdominal,



TABLA 4. DATOS CLINICOS Y DE LABORANTORIO DE PACIENTES

CODLGO ORGANO IN- VALORES DE LABORATORILIO

POYE. VOLUCKRADO 1Y ANA ACA 8CL-T0 KR
JINIH E80KFAGO 81 - t - +
PRM p, D No - - - -
ANM GI No - + - +
VIR ESOFAGO No ~ - + -
MDSR Gr, b ai + - + \
ENS GI, WSOFAGO No - - + 4
JRNL ESOPAGO 84 + + - +
SEPG GI, ¥, R No + - - +
JNS8 ESOFAGO, M Nao + 3 * +
HG=hipergammaglobulinemia, AiA=anticuarpon antinucleaxen, ACA= anticuarpou

anticentrémero, scl-70zanti-topoinomerana I, FRzfactor reumatoide, P=pulmonar,

PD=zpérdida digital, Glwgastrointestinal, R=renal, Hzmuuwcular
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EXPRESION ESPONLANEA DE GENES DE CLTOCINAL:

La explresion cspontanea de los qencs de la TL-TE, L2, HLH
L6, ToL-8, TL-1C, 1L-13, THEF-«, TGE-12 vy dael [Ny por tos
Fibroblastos fueron evaluados por la tecnica de TRORCP. Bste andlisis
fue realizado en log mieve pacichtes y log L0 sujelosn
controles.

La expresion del gen de B-actina fue observada en todas las
muestras analizadas., Bl perfil de expresion de los genes de citocinas
de dos pacientes repregeitativos se muestian e las figuras Loy 2,
tanto log productos del PCR en gel al 1% de agarosa, cowmo la
densitometria del negativo de la foto. De igual forwma, en la figura
3 se representa el perfil de la expresion de los genes de las
citocinas y la dengitometria del negativo de la foto que corveponde
a un sujeto control. Los nueve pacientes expresaron el gen de la 1h-
8, mientras que 8 pacientes expresaron el de la IL-6. La expresion
de los genes de estay dos citocinas (la IL-6 y la IL-8) en pacientes

con EGP fue significativamente mayor (p=0.05, p<0.05 respectivamente)
'
comparados con los gujetos controles. En contraste, el perfil de
expresidén de las citocinas de log sujetos controles tendid a ser
bajo. Dos pacientes expresaron el gen del 'TNIP-w, aunque su expresion
fue baja (en la figura 2 se muestra el perfil de citocinas de JMl) .
Cuatro pacientes expresaron el gen del TGF-£, pero el grado de
expfesidn de este gen fue similar en los sujetos controles (que
tanbién sn detectd en cuatro de ellos). In la figura 4 muestra el

perfil de expresidén de los dos grupos estudiados. La expresidn de los
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otros genes de citocinagd  estudiados no pudo detcctarse  con o fos

métodos empleados .
SINTESIY DE COLAGENA POR LOS FIBROBLASTOS:

Se determing el porcentaje relativo de produccion  de colagena
mediante la incorpotacion de L-prolina [M'Cl oen tres pacientes y en
cuatro swjetos controles. Todos log experinentos se realizaron pov
triplicado. Los valores del porcentaje rvelativo de produccion  de
coldgena en log pacientes con esclerodermia cestuvieron entre 4.79 a
7.2 (Md 5.98); mientras que log conbroles estuvieron entre 2,89 a 4.4
(Md 4.31). Los datos de los porcentajes relativos de la produccion
de coldgena en pacientes y controles se representan en la figura b,
Los pacientes con RGP tuvieron gignificativamente mayor porcentaje
relativo de produccién de coldgena por los fibroblastos al
compararlos con los sujetos controles (p=0.028), c:o'm(;{ miestra la
figura 6. Todos lecg Cibroblastos de pacientes con EGP tuvieron una
produccion aumentada de la colagena en comparacion a los controles.
El promedio de produccién de coldgena por los fibroblastos de

pacientes fue un 67.6 % mayor que el promedio de los controles,

CORRELACION DE LA EXPRESION DE GENES DE CITOCINAS CON LA PRODUCCION

DE COLAGENA:

A fin de precigsar sl la sintesis de los fibroblastos de

pacientes con esclerodermia vegponde a un patrén de activacion



celular determinado se covvelaciono la exprasion de log genes de ag
citocinas con el porcentaje velativo de produccion de colagena. Se
encontrd  correlacion significativa de la expregion de los yenes de
la Tl-6 y de la TL-8 con el porcentaje relativo de produceion de
coldgena (r =1 para aubas civocinas). Para las demds expresiones de
los genes de citocinas no se encontrd covrelacidon, En las Tablas %
y 6 se muestran log valores en unidades arbitvarias de la expresidn
de las citocinas y el porcentaje relativo de la produccion de
coldgena de  pacientes con RGPy de los  sujetos  contvoles,

regpectivamente,
CUANTIFICACION DEL ADN EN FIBROBLASTOS:

Se determind la cantidad de ADN total de los fibroblastas,
después de 18 horas de cultivo. La comparacion entre awbos grupos se
realizd entre subcultivos con nimero similar de pases (tercero al
quinto) . La cuantificacioén del ADN total de log pacientes fue (Md,
min-max) 4.7, 4.25-5.2% ug/total; wientras que los controles fue (Md
min-max) 4.55,4.31-4.55 pg/total (p=0.314, figura 7). Este ensayo
permite demostvar que, ha vista de que la proliferacion de
fibroblastos fue gimilar en awbos grupos, la comparacion en los
porcentajes relativos de la produccién de coldgena es valido vy

responde a cantides disimiles de células obtenidas de los cultivos.
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Figura 1. Expresidn de) perfil de citocinas pur tibroblastos de un paclente con EGP
(JREL). La PR-RCP fue utilizada para awplificor el ARHm que coditica a las
citocinas de los fibroblastos. A.- pPerfil de expresion de citocinas. Carriles del
1 al 8: oX~174 ADN digerido por Hae YIY, TL-1f, 1L-2, 1L-d, TL-o, i1L-8, 1L-10, IL-
13, respectivamente. Carriles 9 al 1d4: WP, TGF-B, 1FN-y, B-actina, control

negativo, respectivamente, B, La densitometria del negativo de la foto del gel,
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IL-18 L-6 IL-8  TNF-a TGF-B B-actina

Figura 2. Expresidn del perfil de citocinas por fibroblastos de un paciente con
CREST (JWli). La TR-RCP fue utilizada para amplificar el ARNm que codifica a las
citocinas de los fibroblastos., A,- Perfil de expresion de citocinas, Carriles 1 al
B: oX-174 ADN digerido con Hae IIT, IL-1B, control negativo, IL-G6, IL-8, THF-a,

1GF-f, f-actina. B.- La densitometria del negativo de la foto del gel.
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Figura 3. Expresion del puerfil de citocinas por fibroblastos de un sujeto control
(IRP). La TR-RCP fue utilizada para amplificar el ARNm que codifica a las citocinas
por loa fibroblastos., A~ Pertil de cupresivn de las citoclnas. Carviles 1 al 8
oX-174 ADN digerido por Hae 131, IL-1#, IL-2,1L-4, IL-6, 1L-8, IL-10, 1L-13,
respectivamente. Carriles 9 al 1d: PHF-~«, TCF-0, LPH-y, B-actina, control hegativo,

respectivamente. B.~ La densicometria del negativo de la foto del gel,
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EGP vs CONTROLES
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Figura 4. Semicuantificacién da la expresion de qgenes de citoeinas en fibroblastos
de paclientes con EGP (o) y sujetos coutroles (M). La exprosion del ARNm de la
citocinas fue semicuantificada por amplificacion del RCP del ADNe derivado del
ARNm. Todos los valores fueron cuantificados en relacidn al control f-actina

incluida en cada determinacion del RCP. Un total de 9 pacientes con EGP y 10

aujetaa controles fueron analizados. No aparecen las muestras negativas,
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TABLA 5. EXPRESION ESPFONTANEA DE GENES DE CITOCINAS Y STNTESIS DE COLAGENA

POR FIBROBLASTOS DE PACLENTES CON ESCLEROSGLS SISTEMICA

PACIENTE IL-1f IL-6® IL-6§ THE -oc TGE -1 SCLG
JiL 0.85 0.7 0.07 0.16 0.44 ND
PR 0 2.4 1.3 0.21 0 v 5.98
ANN 0 0.51 2.51 0 0 D
VIR 0 0.43 0.93 0 0 ND
MDSR 0 7.06 2.88 0 1.36 7.2
EMS 0 0.53 1.21 0 0 ND
JRNL 0 1.83 1.14 0 0.22 1,67
SEPG 0 1.79 0 0 0 ND
JHS 0 0.28 0.15 0 0.18 )

® p=0.05, § p<0.05, comparados con el grupo control, %CLG:porcentaje de sintesis de

coldgana, ND=zno determinado.
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EXPRESTON ESPONTANEA DE GEHEY DE CUPOCLHAY Y

POR FIBROBLASTOL
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VITI. DISCUSION

Los procesos que inducen fibrosis en ba picl y/o en log organos
internos en pacientes con BGP son desconocidon. ba estinntacion del
sistema inmulle parece ser parte de este proceso. Se ha reportado gue
una clase peculier de woléculas, las citocinas, soll capaces  d
modificar varias funciones intvinsecas del Cibroblasto y con ello
contribuinr a las alteraciones en la fibrogenesls propias de esta
enfermedad. Las cltocinas implicadas hasta la fecha éon: La TL- 115,
IL-4, Ih-6, TGEF-5, TNIF-« y el IFN-y, alyunas producidas por el
mismo fibroblasto. Ademds, la contribucion del fibroblasto vy de
otras ceélulas en la proliferacion de la MEC, para explicar los
fendmenos fibrosantes ha sido foco de mucho interés e investigacidn.
En varios estudios, se ha observado que no giempre hay una buena
correlacién entre el nimero de células inflamatorias presentes en los
tejidos de los pacientes con EGP y el grado de fibrosis (114). En la
actualidad, se desconocen ain los procesos que perpetian la fibrosis
en algunos pacientes, y se especula que los fibroblastos producen
constantemente citocinas proinflamatorias y quimioatrayentes gue
mantienen la reaccion inflamatoria o fibrética y asi perpetidan un
transcorno de la regulacion inmune.

En el presente estudio se demostrd que log fibroblastos de
pacientes con LEGP de larga evolucidn, por si mismos, son capaces de
expresar los genes de la IL-18, 1I1L-6, 1L-8, TINF-« y del TGF-6.

Adends, se demostrd una expresidn aumentada del gen de la IL-6 en los
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fibroblastos de pacientes con EGP de tarnga cvolucion comparados cop
los sujetos controles (p=u.0h) .,
La 1h-6 es un factor soluble svcretado por las céelulas del

sistema inmune y del  wmegénguima, producida  principalmente  poy
linfocitos, queratinocitos vy fibroblastos y  metabolizada poy
fibroblastos de la piel (4d). Feghali y colabovadoves (5), medianie
bioensayo y radiolumunoensayo, demostraron que log Libroblastos
obtenidos de plel  afectada de  pacientes  con  BGP producen
congLitutivamente gran cantidad de TL-G; en Latto, la -6 no ge
encontraba elevada en el suero de esgos pacientes. bkstos avtoves
indican cue los fibroblastos cultivados de la lesidn de pacientes con
EGP estan fisioldgicamente activados por estimulos exdgenos lu vivo.
Asi, contindan produciendo en los cultivos, gin estienlacion, grandes
cantidades de IL-6. Lllos sugleren que log fibroblastos en pacientes
con EGP pueden pemanecer activados en la lesgidn, manteniendo la
produccion de la IL-6¢ y perpetuando sus efectos locales. Ln
contraste, Brung y colaboradores (124), mediante BLISA, no detectaron

un incremento en la produccion de la If-6 en cultivo de fibroblastos

de pacientes con LGP comparados con log sujetos normales. La
diferencia de estos dosg trabajos posiblemente se deba a la diferente
sensibilidad de la wetodologia utilizada. La sobreexzpresion
constitutiva de la IL-6, en ausencia de estimulo exdgeno, puede
representar una caracteristica intrinseca de fibroblastos de
pacientes con EGP, gque quiza influye en el curso de la enfermedad.

Ademds, la habilidad de los fibroblastos de producir la IL-6 puede

explicar los mecaniswmos de activacidn policlonal de los linfocitos
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By Lo hipergamuaglobul inemia  observada Precuentemenboe el estos
pacientes . La produccion aumentada de la Lh-o puede tambich st
relacionada con la activacion gencralizada de Los Linfocitos Ty con
la activacion previa del fibroblasto por aceion autocrina i vive.
En este  sentido, Duncan y  colaboradores  (12%)  demostraron  la
produccion de coldgena por fibroblastos normales estinulados con bh-o

recombinante

A la luz de nuestros hallazgos es posible que la 1L-6  sea la
citocina que induzea la gintesis de coldgena en folrwa autocrina por
parte de fibroblastos de pacientes con HGP de larga evolucion.

En Lo que respecta a la IL-8, ésta es una citocina producida por
una variedad de células, tales como los fibroblastos, células
epiteliales y endoteliales (67). Koch y colaboradoves (126)
demostraron la expresion elevada de la IL-8 en el endotelio de
pacientes con EGP. Por otro lado, Silver (127) observo un incremento
de la IL-8 en el lavado bronguial de pacientes con EGP. Especula que
los fibroblastos del pulmén estarian contribuyendo a la produccion
auntentada.

Por nuestra parte, demostramos que la expresion del gen de la
IL-8 por log fibroblastos de pacientes con EGP es significativamente
mayor (p<0.05) que en los sujetos controles. Es posible que la [L-8
este actuando como un  factor quimiotactico para  los  mismos
fibroblastos y otras células y que contribuya asi al mantenimiento
de la respuesta inflamatoria y fibrdtica en la lesidn, Por otro lado,

la IL-8 podvia esgtar involucrada en los wmecanismos de adhesion



celular, favoreciendo la presencia de Linfocitos 1y obtras colulas
el el foco deé lesion,

Por ello es ravonable propobel gue esta citocina, junto con la Th-o,
estan inplicadas en el manteniniento de la activacion, progresion
Fibrosis observados en esta patologta.,

En el presente trabajo demostramos que los Cibvoblastos de doo
pacientes con BEGP expresan niveles bajos del PNE-«. Esto podieia
contribuly en forma autdcrina a la sintesis de proteinas de la MEC
(31) y como el TNF-¢ estd implicado en la migracion y gquimiotaxis de
los mismos fibroblastos y de otras células, estaria wmanceniendo la
alteracidn de la regulacion del sistema inmune gque se observa en esla
enfermedad. Estos resultados deben ser contirmados debhido a 1la
expresioén baja de aste factor y a los datos contradictorios
atribuidos al TNF-x, Asi, la evidencia se dirige a que el THF-a
disminuye la produccién de coldgenas tipo 1 y IIT e incrementa la
1)1:‘odtlcéiél'1 de colagenasa (21,33,128,129), pero también hay reportes
que indican que contribuiria a la produccion de proteinas de la MEC
(21) . Koch Y colaboradores (1L26), demostraron mediante
inmunohistoquimica, que la reactividad del THNF-o fue was intensa en
el estrato granuloso de pacientes con EGP que en los controles. Por
otro lado, Silver (127) demostrd que el ‘INF-¢, junto con otras
citocinas proinflamatorias, se encontrvaba elevado en el fluido del
lavado bronquial de pacientes con BGP; esto indigaria que los
fibroblastos residentes en el pulmén con el fenotipd y actividad
biolégica alterados, podrian contribuir a los niveles elevados de

estas citocinas.

b6



B1TOGE-f ¢s un dwportante estimmlo para la Craser ipelon de
clertos genes de ba MEC, pavticularmente coldagena y bibroneeting, il
TOR-15 ha sido juplicado en la generacion de la patologia de la piel
y de fibrosis  en los  organos  internos  obsoervadas o oen Lo Fab
(39,130, 131) . Ademas, se conoce que las celalas intlamatorias, o
cuales s3 han dewmostrado en grandes cautidades en las lesiones
tempranas de la enfermedad, pueden  Liberar el CPGE £ hacia  su
ndcroambiente. A pesar de estas evidenciay clrcunstancialoes, la
bisqueda del ARNm del PGE-$ en biopsias de pacientes con BGE, o bicn
de la proteina madura, han wostrado resultados inconsistentes,
Peltonen y colaboradores (91), wediante hibridacidn in situ, no
encontraron elevacion en el ARNm de YGF-$ en biopsias de cinco
pacientes con EGP de corta evolucion (<« 1 ailo). Higley vy
colaboradores (36) demostraron que los pacientes con esclerodermia
cutdnea difuga activa tenian miniwas cancidades del TGF-£2 vy
cantidades significativas de procoldagena tipo I en biopsias de piel.
Vuorio y colaboradores (86) reportaron que los niveles de ARNm de
TGF-1 en piel afectada de pacientes con LGP se encontraban
disminuidog. Needleman y colaboradores (90) demostraron por primera
vez que los fibroblastos humanos, por si wismos son capaces de
producir TGP-£, pero no encontraron diferencias entre las cantidades
producidas por los fibroblastos nommales y los fibroblastos de EGE.
MeWhirter y colaboradores (132), mediante hiovensayo, ehcontraron que
los fibroblastos de pacientes con EGP no ge carvacterizaban por la
sintesis elevada del TGF-£. In contraste, Gruschitz vy colaboradores

(133) encontraron nivelesg elevados de ARNm e inmunorreactividad del
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TOE-B1 y  del TuE 2 cn los Focos bnlflamatorios perivasculanes,  asi
como tanmbién en La epidermis y queratinocitons tolieulaves de biopsiag
de pacientes con BGP de corta evolucion, Kulosik y colaboradotes
(110) también encontraron niveles elevados de ARNm de TGF-£, asi como
tambien de procolagena tipo I en las proximidades de log infilteados
inflamatorios de hiopsias de piel de EGP, mediante hibridacion in
situ, Sfikakis y colaboradores (95) veportaron gue el TGE-18 g
expresaba intensamente en ba matriz extiracelular de biopsias de piel
afectada obtenidas de pacientes con EGP. Ademas, el PCE-B puede esvar
implicado en la sintesis de coldgena en f[ases tempranas de la
enfermedad (36,37,107),

En el presente estudio no se encontio difevencia significativa
en la expresion del gen del TGEF-£ por fibroblastos de piel alectada
de pacientes con BGP de lavga evolucion (- de 4 anos) comparvados con
los sujetos controles, Posiblemente, la presencia del TGP-15 al inicio
de los sintomas de la enfermedad o al inicio de la Fibrosis indica
que este factor da crecimiento participa predominantemente en las
fases tempranas de la enfermedad (75), lo cual no parece ocuryir en
las [ases tavdias con la perpetuacion de la fibrosis, como indican
nuestros datos, obtenidog de pacientes con lJarga duracion de la
enfermedad.

Kawaguchi (3) demostrd que losg fibroblastos de pacientes con EGP
de corta evolucidn (12 pacientes con menos de | aio y un paciente con
5 aflos de evolucidn) expresaban constitutivamente los genes de la Il-
1 alfa e 1L-18, pero estos fibroblastos no fueron capaces de producir

la proteina wmadura de la IL-1§5, la cual no se detectd en los
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sobrenadantes de bog cultivos de fibroblaston, Bsto indicaria que fa
Th-1 es regulada postranseripeionabmente yool autor sugicre gue
solamente La sobre expresion de la fLolo es de dmportancia en oy
fibroblastos de los pacientes con EGP. B mismo autor (L) demuest va
la expresion aumentada del rveceptor de la 1h-1 en Pibroblastos de
pacientes con BGP, por lo que, posiblemente,  la bhe Lo aetuavii
también en forma autdécring, Nosotros solo demostramos la ciprtedsion
de la 1L-16 en un paciente con CREST, Lo goue avadaria el papel poco
relevante de la 1L-166 en log cambios locales obgervados i esta
aenfermedad, Posiblemente, la IH-LE no actia en forma antdcrina on
esta fase., Otras celulas, atrardas por citociuas producidas por el
fibroblasto, son las que secretan la 1L-1B, y ésta a su vez ejerce
sus acciones en forma paracrina.

En trabajos iniciales ge ha demostrado que varias'citocinas (1L
1, TNF-a, TGF-£, PFDGE) influyen en la produccion de coldagena (24);
el TGF-£ ha demostrado ser el principal agente fibrogénico, Nuestros
datos sugieren que el TGF-§ no esta implicado en la produccion de
coldgena, por lo menos en pacientes de larga evolucion. Eu ellos, la
IL~6 es la principal responsable de la produccion de coldagena.

Los f[ibroblastos de pacientes con esclerodermia producen
cantidades excesivas de coldgenas tipo I, IIL, VI y VII (39,92,13%).
Diferentes lineas de investigacidn sugieven que estas proteinas son
sintetizadas por subpoblaciones de fFibroblastos (135), que son
expandidas a través de la exposicion de citocinas, ya sean autéerinas
como el caso de la 1h-6 y la 1L-8, o pardcrinas como el caso de la

IL-18 y, posiblemente, el TNF-w. En estudiosg previos, varios autores
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han denostrado clevacion concomitante de las niveles de ARMo de
procolagenas vipo Ly TIT, (determinados ya sea por Novthern o dot-
blot hibridacion o por sondags do ADNe egpecifico) con la biosintousis
aumentada de coldagena de fibroblastos de pacientes con BEGE. Nuestros
datos confirman que la sintesis de colaguna en monocapa de cultivo,
por parte de los fibroblastos de pacicentes con BGP de  larga
evolucion, es significativamente mayor que en log sujetos controley
(p=0.028).

Por iluimo, encontramos correlacion de la produccion de colagena
por los fibroblstos de pacientes con BeGP con la expresion aumentada
de los genes de 1L-6 e IL-8 (r,=1). Asi, la lL-6 estaria jugando un
papel muy importante en la sintesis de colagena por los fibroblastos
de pacientes con EGP de larga evolucion. Mientras que la 1L-8 estaria
atrayendo a diferenktes células productoras de citocinas para actuar
en forma pardcrina y, asimismo, favoreceria los wecanisuos de
adhesion celular, dando como resultado una regulacién inmuune local

alterada.
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IX. CONCLUSIONES

1.+ Los cultivos de fibroblastos de  pacientes  con esclevosis
generalizada de larga evolucion (G4 ailos) eapresan constitutivanento
los genes de la IL-ME, 1h-o, 1L-8, THE oy del (TGE-B, mlentras gue

los sujetos contrules exprasan log genes de 1L 6, -8, THEY-w y TGF

2.+ La expresion de los genes de 1L-uv y de (L8 en cultivos de
fibroblastog de pacientes con esclerosiu gencralizada de lavga
evolucion fue siguificabivamente mayor que en los sujetos controlags

(p=0,0%, pP<0.0%, respectivamente).
It ! I

3.- No se detectd la expresion de los genes de la IL-2, IL-4, 1L-10,

IL-13 y de IFN-y.

4.- La sintesis de coldgena por los cultivos de fibroblastos de
pacientes con HGP de larga evolucidn fue significativamente mayor gque

en los controles (p=0,028).

5.- Nuestros datos sugieren, que en la fase tardia de la EGP, la
expresion del gen de la IL-6 podria jugar un papel iwmportante en la

produccién de colagena.

6.- La cantidad de ADN total en los cultivos de fibroblastos fue

similar en ambos grupos.
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T Hubo corrvelacion entre la expresion de the6 ¢ Ih-8 con la

produccion de colagena (1r,-1).

8.~ La expresion constitutiva aumentada de log genes de la L6y de

la IL-8 puede jugar un papel dimportante en la perpetuacion del

transtorno de regulacidn  inmune  local,  la  accivacion de  los

fibroblastos y el mantenimiento de la lesion en estos pacientes.
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